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1.- RESUMEN / ABSTRACT 
La hormona melatonina es una de las sustancias biológicamente activas más 
antiguas de los organismos vivos y desempeña una gran variedad de funciones. Una 
gran parte de estas funciones las ejerce principalmente interaccionando con los 
receptores transmembrana acoplados a proteína G, MT1 y MT2, los cuales intervienen 
en diferentes vías de transducción de señal. 
La melatonina se sintetiza principalmente en la glándula pineal durante la 
noche, y, como consecuencia de ello, sus niveles en plasma sanguíneo son 
prácticamente inexistentes durante el día. Sin embargo, recientes estudios de nuestro 
grupo de investigación han demostrado la presencia de melatonina en plasma seminal 
ovino, que mantiene niveles constantes a lo largo del día aunque menores que los 
nocturnos. Asimismo, en dichos estudios también se ha verificado la existencia de 
enzimas responsables de la síntesis de melatonina en el tracto reproductor de 
morueco.  
Una cuestión interesante sería determinar si la melatonina puede ejercer 
alguna acción directa sobre los tejidos del tracto genital masculino. Con este fin, en 
este trabajo se analizó la existencia de los dos receptores principales de melatonina, 
MT1 y MT2, en los distintos tejidos del aparato reproductor del morueco (testículo, 
epidídimo y glándulas accesorias). Mediante PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR) se 
demostró la expresión génica de dichos receptores en todos los tejidos estudiados, y 
además la real time-PCR (q-PCR) permitió cuantificar las diferencias existentes en los 
niveles de expresión en cada uno de los tejidos. Asimismo, se demostró la presencia de 
estos receptores, mediante Western-Blot, en la mayoría de los tejidos en mayor o 
menor medida. 
La relevancia de dichos resultados radica en que la presencia de los dos 
receptores de melatonina en el tracto reproductor masculino indicaría la existencia de 
mecanismos de modulación de posibles vías de trasducción de señal asociadas a ellos. 
Las respuestas producidas podrían incidir de algún modo en el control de los eventos 
de maduración, desarrollo, transporte y almacenamiento de las células espermáticas, 
pudiendo influenciar la calidad seminal y, consecuentemente, la capacidad fecundante 
de los eyaculados. 
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ABSTRACT  
 The hormone melatonin is one of the oldest active biological substances of live 
organisms, which carries out a wide variety of functions. Many of these functions are 
mainly exerted by interacting with G-protein coupled transmembrane receptors MT1 
and MT2, which take part in different signal transduction pathways.  
 Melatonin is mainly synthesized by the pineal gland during the night and, 
therefore, its levels in blood plasma are almost non-existent during the day. However, 
recent studies of our research group have determined its presence in ram seminal 
plasma,  founding constant levels during the day but lower than those in the night. 
Additionally, these studies have also shown the existence of enzymes responsible for 
the synthesis of melatonin in the ovine reproductive tract.  
 One issue still remaining to clarify would be whether melatonin is capable to 
exert some direct actions on the male genital tract tissues. For this purpose, in this 
study we have analyzed the existence of the main melatonin receptors, MT1 y MT2, in 
various reproductive tissues (testis, epididymis and accessory glands). RT-PCR results 
demonstrated the receptors gene expression in these tissues, and q-PCR assays 
allowed to quantify the differences between them. Moreover, the presence of these 
two receptors was demonstrated in most of the studied tissues by Western-blot, to a 
greater or lesser extent. 
 The importance of these results lies in the demonstration of the presence of 
two melatonin receptors in the male reproductive tract, which may indicate the 
involvement of modulation mechanisms of different associated regulation pathways. 
The produced responses will somehow affect the control of maturation, development, 
transport and storage of the spermatic cells, being able to influence seminal quality 
and, therefore ,the fertilizing capacity of the ejaculates. 
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2.- ANTECEDENTES 
 2.1 Melatonina y funciones 
La melatonina ha estado presente en los organismos vivos desde las primeras 
etapas de la evolución. Debido a esta antigüedad y a su gran versatilidad química, esta 
pequeña molécula está involucrada en el desarrollo de una gran variedad de funciones 
biológicas diferentes.  
Una de las más conocidas, la defensa antioxidante frente a los daños 
producidos por radicales libres de oxígeno, es también una de las más antiguas, ya 
vigente en organismos unicelulares primitivos y que no se ha visto relegada por las 
nuevas funciones adquiridas durante la evolución (Tan et al. 2010).   
Entre esas otras funciones se encuentran  la regulación del fotoperiodo y los 
ritmos circadianos, la actividad sexual en pájaros, peces y algunos mamíferos, la 
inmunomodulación, la regulación de la inflamación, la estacionalidad reproductiva en 
algunos mamíferos en función del fotoperiodo, así como la influencia en el reloj 
biológico de los seres vivos, puesto que la disminución de la producción de melatonina 
durante el envejecimiento es señal de senescencia en muchos organismos (Tan et al. 
2010). Asimismo, diferentes estudios muestran una mejora en diversos parámetros de 
calidad en espermatozoide tras tratamientos in vitro con melatonina (Casao et al. 2010; 
Jang et al. 2010) 
2.2 Receptores de melatonina acoplados a proteína G 
La melatonina es  capaz de actuar directamente sobre varias vías metabólicas 
atravesando la membrana celular, pero probablemente la  mayoría de sus  funciones 
se ejercen a través de receptores específicos de alta afinidad transmembrana o 
nucleares, particularmente la vía de transducción de señal del ciclo luz/oscuridad en 
organismos multicelulares (Reppert 1997). Esta función biológica mediada por 
receptor debe de haber surgido durante la evolución, después de su acción primaria 
como antioxidante (Reppert 1997; Tan et al. 2010) 
MT1 y MT2 es la denominación oficial internacional para los receptores 
transmembrana de melatonina (Alexander et al. ; Dubocovich and Markowska 2005; 
Radogna et al. 2007), Pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteína G 
(GPCRs en inglés o G-protein-coupled receptors), están constituidos por siete proteínas 
transmembrana, y representan una subfamilia específica que posee secuencias cortas 
concretas de aminoácidos (Reppert 1997; Reppert et al. 1994) (Figura 1). Ambos 
receptores muestran una alta homología de secuencia de aminoácidos y están 
relacionados con la inhibición de la producción de AMP cíclico (AMPc) (Browning et al. 
2000; Reppert 1997; Reppert et al. 1994). Las características de unión de los dos 
subtipos de receptores son similares, mostrando afinidades en el rango subnanomolar 
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por la melatonina (Dubocovich and Markowska 2005). Las vías de transducción de 
señales desencadenadas por MT1 y MT2  se han caracterizado en cultivos celulares y 
tejidos (Jockers et al. 2008). 
 
Figura 1: Estructura de un receptor transmembrana de melatonina acoplado a proteína G. 
Formado por 7 proteínas transmembrana y unido a una proteína G heterotrimérica. 
 
2.3 Transducción de la señal tras la unión a receptores y efectos en el organismo 
La activación de los receptores tras la unión de melatonina provoca la 
disociación de la subunidades Gα y el complejo Gβγ que forman la proteína G 
heterotrimérica, los cuales interaccionan con varios efectores posteriores en la 
cascada de señalización. Tras la activación del receptor, los receptores de melatonina 
principalmente inhiben las adenilato ciclasas (AC) a través de proteínas Gi (inhibitorias) 
(Brydon et al. 1999), produciendo una disminución del AMPc, lo cual afectará al resto 
de efectores de la cascada. 
Además de la señalización dependiente de AMPc, los receptores de melatonina 
pueden utilizar otros tipos de proteínas G como la proteína GS, Gq, GZ y G16 para la 
propagación de la señal (Chan et al. 2002). Mediante estos otros tipos de proteínas G 
se regularán diferentes cascadas estimulando la actividad de la fosfolipasa C o de la 
proteín-quinasa C, según  el modo de actuación del receptor. 
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2.3.1 Receptor MT1 
La diversidad de la respuesta de la melatonina en el organismo se puede 
atribuir al hecho de que sus receptores se expresan en una amplia variedad de tejidos. 
El receptor MT1 se expresa en el núcleo supraquiasmático del hipotálamo (SCN) y en 
vasos sanguíneos cardiacos, estando involucrado en la modulación de los ritmos 
circadianos (Browning et al. 2000; de Jonghe et al. 2010) y en la constricción de los 
vasos (Ekmekcioglu 2006). Además, este receptor también se expresa en otras 
regiones del cerebro y tejidos periféricos (Chan et al. 2013; Dubocovich and Takahashi 
1987; Hu et al. 2010; Kayumov et al. 2001; Millan et al. 2003). Además de su amplia 
distribución, el hecho de que los receptores MT1 puedan acoplarse a una amplia 
variedad de proteínas G (activadoras o inhibidoras) (Dawson and Armstrong 1996; 
Reiter 1991; Sack et al. 2007; Spadoni et al. 1993), puede explicar también su 
diversidad de respuesta. La activación del receptor MT1 aumenta la fosforilación de la 
proteín-quinasa A (PKA) disminuyendo su actividad (Jockers et al. 2008; Witt-Enderby 
et al. 1998) y de la proteín-quinasa C (PKC). También  disminuye la fosforilación del 
factor nuclear CREB (Mor et al. 1998; van Dam et al. 1993) y aumenta la fosforilación 
de las MAP quinasas MEK 1, ME2, ERK1, ERK2 (Witt-Enderby et al. 2000) y la quinasa 
N-terminal de c-Jun (JNK)  (Chan et al. 2002). 
 
Figura 2: Representación de las principales vías de transducción de señal reguladas por el 
receptor MT1 tras su unión a melatonina. 
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2.3.2 Receptor MT2 
Al contrario que los receptores MT1, estos receptores tienen una  localización 
más restringida, incluyendo cerebelo, núcleo supraquiasmático del hipotálamo, retina, 
riñón, ovario y algunos vasos cardíacos. De forma similar al receptor MT1, estos 
receptores inhiben la formación de AMPc estimulada por forskolina (Hazlerigg et al. 
1991; MacKenzie et al. 2002) y estimula JNK (Chan et al. 2002) y la hidrólisis de 
fosfatidilinositol (PIP2) (Reiter 1991; Travnickova-Bendova et al. 2002), a través de la 
estimulación de la actividad de la fosfolipasa C por interacción con el complejo βγ de la 
proteína G disociada. El resultado es la conversión de PIP2 en diacilglicerol (DAG) e 
inositol trifosfato (IP3), lo cual activa la PKC y la señalización de calcio por calmodulina, 
estimulando de este modo la vía de las MAP quinasas, incluyendo ERK, JNK y p38 
(Kyriakis et al. 1994) 
Figura 3: Representación de las principales vías de transducción de señal reguladas por el 
receptor MT2 tras su unión a melatonina. 
Debido a la falta de herramientas farmacológicas, sólo unas pocas funciones 
atribuidas  a los receptores de melatonina han sido confirmadas in vivo. Los receptores 
MT1 y MT2 están involucrados en la actividad neuronal en el SNC con diferentes 
funciones. El receptor MT1 se asocia con la inhibición de la producción de andrógenos 
(Frungieri et al. 2005). Parece que también está involucrado en el efecto de la 
melatonina sobre la expresión de algunos genes Clock en ovejas (Johnston et al. 2006), 
y su expresión está regulada durante el desarrollo según los ciclos de luz/oscuridad 
(Johnston et al. 2006; Masson-Pevet et al. 1996; Slominski et al. 2012).  
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El receptor MT2 está involucrado en el ritmo circadiano (Dubocovich and 
Markowska 2005; Hunt et al. 2001; Liu 2007), experimentando una desensibilización al 
comienzo de la noche debida a su internalización tras las exposición a melatonina, 
como la mayoría de los GPCRs (Gerdin et al. 2004). Por lo tanto, los receptores de 
melatonina juegan un importante papel en la regulación del fotoperiodo. Otros 
resultados sugieren que la desregulación de los receptores de melatonina podría estar 
involucrada en la inducción de depresión (Dubocovich and Markowska 2005; Larson et 
al. 2006), ya que los ritmos circadianos están generalmente reducidos o incluso 
perturbados en pacientes depresivos (Turek 2007). 
En células que expresan los dos subtipos de receptores, se pueden formar 
heterodímeros entre MT1 y MT2  generando mayor complejidad y cambios en la 
funcionalidad. La heterodimerización de los receptores MT1 y MT2 se ha demostrado 
en células HEK293 transfectadas (Ayoub et al. 2004). La tendencia a la formación de 
homodímeros MT1 y de heterodímeros MT1/MT2 es mucho más alta que la de 
homodimerización de MT2 (Ayoub et al. 2002), aunque los efectos funcionales de estas 
dimerizaciones no se conocen actualmente. Además, los receptores de melatonina 
tienen la capacidad de heterodimerizar con el receptor huérfano GPR50 (GPCR) 
(Levoye et al. 2006) 
En trabajos recientes de nuestro grupo se han identificado ambos receptores 
MT1 y MT2 en la membrana plasmática del espermatozoide ovino (Casao et al. 2012) y 
se ha postulado que el efecto de la melatonina en la capacitación espermática parece 
ser mediado por receptor (Casao et al. 2012) .Aunque la vía de señalización 
involucrada aún no está descrita, el papel de los receptores de melatonina en la 
capacitación espermática en ovino puede estar basado en que su activación regula las 
vías de producción de AMPc, y la actividad de varias enzimas, como JNK, PKA y PKC o la 
vía de las MAP quinasas, componentes que participan en las vías de transducción de 
señal que llevan a la capacitación espermática y la reacción acrosómica (Almog et al. 
2008; de Lamirande and Gagnon 1984). 
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3.- OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO 
 La melatonina ejerce una gran variedad de funciones en el organismo, muchas 
de ellas mediadas por receptores específicos ampliamente distribuidos y localizados en 
diferentes tejidos.  
 Investigaciones anteriores demuestran la presencia de melatonina en altas 
concentraciones en el plasma seminal durante el día (Casao et al. 2010). También, se 
ha demostrado la existencia de receptores de melatonina MT1 y MT2 en 
espermatozoides de ovino (Casao et al. 2012) lo que sugiere la existencia de una 
regulación de los procesos que tienen lugar durante la vida de la célula espermática 
mediante la unión de melatonina a estos receptores. Además, recientes estudios 
confirman la hipótesis de la existencia de enzimas de síntesis de melatonina en el 
tracto reproductor de morueco (González-Arto et al. 2014), lo que implicaría un 
proceso de síntesis de esta hormona, independiente de la glándula pineal, a nivel de 
los tejidos del tracto genital masculino.  
 Estos resultados sugieren la hipótesis de que podría existir una regulación en el 
tracto reproductor masculino, en la que la melatonina, pineal o extrapineal, podría 
ejercer sus funciones a través de receptores específicos de membrana, modulando así 
los diferentes procesos de desarrollo espermático. 
 Por ello, como objetivo general de este trabajo se plantea analizar la posible  
presencia de receptores de melatonina en los tejidos y glándulas del tracto genital 
masculino (ovino), tanto a nivel genético, como a nivel molecular, centrando estos 
estudios en testículo, epidídimo y glándulas accesorias del morueco. Los receptores 
objeto de estudio son los principales receptores específicos de melatonina descritos 
hasta la fecha en mamíferos: MT1 y MT2. Su presencia se estudiará en los distintos 
tejidos del aparato reproductor del macho: testículo anterior y posterior; cabeza, 
cuerpo y cola de epidídimo; ampolla deferente, próstata, vesícula seminal, conducto 
deferente y glándulas bulbouretrales. Como control positivo de los experimentos se 
utilizará retina ovina, en la cual se ha descrito anteriormente la presencia de 
receptores de melatonina (Coge et al. 2009). 
 Como primer objetivo específico se propone identificar estos receptores a nivel 
transcripcional, tanto a nivel cualitativo, con RT-PCR, como cuantitativo, mediante una 
q-PCR. Para ello, en primer lugar se extraerá el RNA de los distintos tejidos, y se 
procederá a su purificación y retrotranscripción, obteniendo así el cDNA 
correspondiente, con el que se llevará a cabo la RT-PCR y q-PCR, utilizando primers 
específicos para la amplificación de los fragmentos específicos de  los dos receptores. 
 Y como segundo objetivo específico se investigará la presencia de estos 
receptores a nivel molecular, mediante la técnica inmunoquímica de Western-blot.  
Los pasos para ello también consistirán en la extracción de las proteínas de cada tejido 
y su posterior detección mediante anticuerpos específicos. 
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4.- PARTE EXPERIMENTAL: MATERIAL Y MÉTODOS 
4.1 EXPRESIÓN GENICA DE MT1 Y MT2 EN TEJIDOS DEL TRACTO REPRODUCTOR DEL     
MACHO OVINO 
4.1.1 Obtención de tejidos 
Los diferentes tejidos del tracto genital masculino (testículo anterior (Ta), 
testículo posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola del epidídimo (Co), ampolla del 
conducto deferente (A), próstata (P), vesícula seminal (Vs), conducto deferente (Cd) y 
glándulas bulbouretrales (Gb) se obtuvieron a partir de machos ovinos de la raza Rasa 
Aragonesa, pertenecientes a ANGRA y estabulados en el Servicio de Apoyo a la 
Experimentación Animal de la Facultad de Veterinaria. Los tejidos se congelaron 
inmediatamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80 ºC hasta su uso, evitando 
de este modo la contaminación, activación de RNAsas, y degradación de proteínas. 
Como control positivo de los experimentos se utilizó retina de cordero (RC) de la 
misma raza, que se obtuvo siguiendo el mismo protocolo. 
4.1.2 Aislamiento y limpieza del RNA total 
El RNA total fue extraído de los diferentes tejidos del tracto reproductor 
masculino por homogenización de 300 mg de tejido en TRI REAGENT (Sigma Aldrich, St. 
Louis, Missouri) según el método descrito por (Chomczynski and Sacchi 1987). La 
concentración de RNA se estimó midiendo la absorbancia a 260 nm en un NanoDrop 
ND-100 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware). También se 
determinó la relación entre absorbancias a 260/280 nm requiriendo que fuera mayor 
de 1,2 para verificar que el RNA extraído estuviera libre de proteínas. La calidad del 
RNA se confirmó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE  con bromuro 
de etidio en concentración 200 ng/ml. El proceso se realizó con tampón  TBE (TRIS base 
89 mM, EDTA 2 mM y ácido bórico 89 mM) a 80 V durante 30 min (EPS 1000, 
Pharmacia Biotech), y los geles se visualizaron con luz ultravioleta (Gel Doc, Biorad 
Laboratorios, Hercules, California) para comprobar la integridad de las bandas del RNA 
ribosómico 28S Y 18S. 
La eliminación de restos de DNA en el RNA se llevó a cabo por medio del kit 
TURBO DNA-free de Ambion. El volumen de reacción fue 50 µL compuestos por: 5 µL 
de tampón, 1 µL de enzima, 10 µg de RNA (se calcula el volumen necesario 
dependiendo de la concentración de cada muestra) y agua DEPC (Dietilpirocarbonato; 
libre de RNAsas) hasta completar 50 µL.  Se incubó a 37 ºC durante 30 minutos, tras lo 
cual se añadieron 5 µL de DNase Inactivation Reagent. Se dejó 2 minutos a 
temperatura ambiente, se centrifugó 1,5 minutos a 10000 xg y se recogió el 
sobrenadante. Se midió la concentración mediante el NanoDrop y se guardó a –80 ºC. 
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4.1.3 Síntesis de cDNA 
El cDNA se obtuvo a partir del RNA de diferentes tejidos del tracto reproductor 
masculino mediante retrotranscripción con el kit Super Script III First-Strand Síntesis 
System (Invitrogen, Carlsbad, California). Para ello, 500 ng de RNA total se sometieron 
a retrotranscripción usando como primers Oligo (dT) y la enzima SuperScript III RT. El 
proceso consistió en una primera desnaturalización del RNA, del primer Oligo (dT) y de 
los dNTPs a 65 ºC durante 5 min, tras lo cual se añadió la mezcla de reacción que 
contiene tampón de reacción, MgCl2, DTT, RNaseOUT y la enzima SuperSript III RT. La 
síntesis del cDNA se llevó a cabo a 50 ºC durante 50 min, terminando la reacción a 85 
ºC durante 5 minutos. Para eliminar las trazas de RNA no retrotranscrito a cDNA se 
trató con RNasa H y se incubó a 37 ºC durante 20 minutos. Todos los pasos se llevaron 
a cabo en un termociclador MyCycler (Biorad).  Los cDNA obtenidos se almacenaron a -
20 ºC hasta su uso o se utilizaron para PCR inmediatamente.  
 Para comprobar el estado del cDNA obtenido en todos los tejidos se realizó una 
PCR del gen endógeno gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Se realizó 
utilizando la REDTaq DNA Polymerase de SIGMA.  Los primers utilizados fueron: 
(primer directo: GCTGGTGCCCTTTTACCAGA; primer reverso: 
CAGTGCATCTCCGTGAAGGT, que amplifican un fragmento de 90 pb). 
 Para minimizar errores de medida se hizo una mezcla con los componentes 
necesarios para la PCR.  .  Para las 11 muestras  y el control negativo se realizó la 
siguiente mezcla de reacción: 
 1X 12X 
Agua libre de nucleasas 36,9 µl 461,25 μl 
Tampón 10x 5 µl 62,5 μl 
dNTP mezcla 25 μM 0,4 µl 5  μl 
Primer directo 10 μM 1,6 µl 20 μl 
Primer reverso 10 μM 1,6 µl 20 μl 
RED Taq DNA Polimerasa 2,5 µl 31,25 μl 
Volumen total:  48 µl 600  μl 
 
Tabla 1: Mezcla de reacción para la PCR de GAPDH 
 Cada muestra contenía 48 μL de la mezcla y 2 μL de cDNA o agua para el 
control negativo. 
 Las condiciones de la PCR en el termociclador (S1000TM Thermal Cycler with 
Dual 48/48 Fast Reaction Module#185-2148, Biorad, España) fueron: desnaturalización 
a 94 ºC durante 3 minutos, tras lo cual se programaron 30 ciclos de 94 ºC durante 30 
 11 
segundos, 58 ºC durante 30 segundos y 72 ºC durante 45 segundos.  Al terminar los 
ciclos se realizó una extensión final de 5 minutos a 72 ºC.   
Una vez terminada la PCR se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1% 
en TBE con bromuro de etidio (0.5 µl/ml) durante 45 minutos a 100 V y 2 µl de un 
marcador de 50 pb para comprobar el resultado.   
4.1.4 Amplificación del cDNA para la identificacion de MT1 y MT2 
Las secuencias específicas para cada enzima se amplificaron mediante la 
técnica PCR.  Para llevar a cabo las reacciones se usó la enzima RED Taq DNA 
Polymerase (Sigma-Aldrich) y todas se realizaron en un termociclador MyCycler 
(Biorad). Para minimizar errores de pipeteo se hizo una mezcla con los compuestos 
necesarios para la PCR.  Cada muestra contenía 48 μL de la mezcla y 2 μL de cDNA o 
agua para el control negativo.  La composición de la mezcla fue: 
 1X 12,5X 
Agua libre de nucleasas 36,9 µl 461,25 μl 
Tampón 10x 5 µl 62,5 μl 
dNTP mezcla 25 μM 0,4 µl 5  μl 
Primer directo 10 μM 1,6 µl 20 μl 
Primer reverso 10 μM 1,6 µl 20 μl 
RED Taq DNA Polimerasa 2,5 µl 31,25 μl 
Volumen total:  48 µl 600  μl 
Tabla 2: Mezcla de reacción para la amplificación de MT1 y MT2 
Para cada receptor, los primers se diseñaron utilizando el programa primer-
BLAST (NCBI)  y comprobando por análisis BLAST (NCBI) para verificar la especificidad 
génica. Los primers utilizados fueron: MT1 (Primer directo 5´-   
AGGAACGCAGGGAATGTGTTTG-3´; Primer reverso 5`-CACTAAGTTGGCAATGCAGGG-3´); 
MT2 (Primer directo 5´-CTCTTCCAAGGGCAGCCAG-3´; Primer reverso 5´-
GGATCATCACCAAACCTCCCG-3´). La PCR se llevó a cabo con el cDNA obtenido 
anteriormente.  En primer lugar se realizó la desnaturalización a 95 ºC durante 3 
minutos, tras lo cual se sucedieron 35 ciclos de 95 ºC durante un minuto, 56 ºC 
durante 1 minuto y 72 ºC durante 30 segundos.  Al terminar el ciclo se sucedieron 15 
minutos a 72ºC para la extensión de las cadenas.  Las muestras no utilizadas 
inmediatamente se conservaron a -20 ºC. 
Los productos de la amplificación se separaron mediante un gel de agarosa al 
2% en tampón 1xTris-borato-EDTA (TBE) con 0,5 μL/mL de bromuro de etidio, y el 
resultado se visualizó con luz ultravioleta. 
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4.1.5 Q-PCR 
La real time-PCR (q-PCR) permite cuantificar los niveles de expresión génica 
mediante la determinación de la relación entre la cantidad de un gen diana y un gen 
endógeno de referencia con una expresión constitutiva e invariable en las diferentes 
condiciones experimentales o diferentes tejidos.  La expresión se comparará para los 
distintos tejidos calculando el valor normalizado de muestras con la misma cantidad de 
cDNA para cada tejido. 
Los genes endógenos de referencia utilizados fueron β-actina y gliceraldehído 
fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Para calcular la curva de eficiencia de cada uno de 
los primers se realizaron diluciones seriadas de muestras de RNA obtenidas de 
testículo posterior (4 diluciones: 1/1, 1/10, 1/100 y 1/1000) y con diferentes 
concentraciones de primer directo (PF) y primer reverso (PR) (en nuestro caso: PF 300: 
PR 300, PF 400:PR400, PF 500:PR 500). La reacción se llevó a cabo utilizando la iTaq 
Universal SYBR Green Supermiz (Biorad, Spain), de acuerdo a las instrucciones del 
fabricante. Los primers utilizados son los mismos que los utilizados en RT-PCR.  La 
reacción de q-PCR se realizó en ABI PRISM 7700 Sequence Detector (Applied 
Biosystems, Foster City, CA). 
             La eficiencia de cada medida se calculó como: E = 10(–1/S) – 1, siendo S la 
pendiente de la curva estándar.  
 Una vez obtenida la curva de eficiencia y elegida la concentración óptima de 
primers (en este caso fue PF300/PR300 para la GAPDH y β-Actina, y PF400/PR400 para 
MT1 y MT2) se llevó a cabo la q-PCR para cada uno de los genes diana con todos los 
tejidos del estudio y retina de cordero como control positivo.  Para la cuantificación de 
los resultados se utilizó el método PfaffI (Pfaffl 2001). 
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4.2 DETECCIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE TEJIDOS POR WESTERN BLOT 
4.2.1 Extracción de proteínas de tejidos y espermatozoides 
La extracción de proteínas en los distintos tejidos se hizo siguiendo el mismo 
procedimiento en todas las muestras: se partió de una porción de unos 300 mg 
aproximadamente de cada tejido, que se mantuvo en nieve carbónica para evitar la 
desnaturalización de las proteínas. A continuación se añadieron 3 ml de medio de 
extracción (125 mM de Tris-HCl pH 6,8, 4% de SDS (v/v), 10% (v/v) de inhibidor de 
proteasas 10x en agua ADDE) y se homogeneizaron con el homogeneizador de tejidos 
Ultra Turrax (IKA T25 Digital Ultra-Turrax((R) Homogenizer, IKA, Germany / 
Deutschland). El homogeneizado se centrifugó a 13000 xg, 5 minutos, a 4 ºC y se 
recogió el sobrenadante.  A cada muestra se le añadió 0,02% de azul de bromofenol, 1 
% de glicerol al 20% (v/v) y 5% de β-mercaptoetanol por cada 100 µl y se dividió en 
alícuotas.  Posteriormente se congeló a -20 ºC  hasta su evaluación. 
La extracción de proteínas de espermatozoide se realizó partiendo de muestras 
de semen. Se sometió a tres procesos de lavado y centrifugación en un eppendorf en 1 
ml de medio PBS (136 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 10,1 mM Na2HPO4, 1,76 mM KH2PO4) 
para desechar el sobrenadante, eliminando de este modo el plasma seminal de la 
muestra. El precipitado se diluyó en 100 µl del mismo medio de extracción descrito 
anteriormente, se centrifugó a  13000 xg durante 5 minutos, a 4 ºC y se recogió el 
sobrenadante. A la muestra se le añadió azul de bromofenol, glicerol y β-
mercaptoetanol en la misma concentración que la utilizada para las proteínas de los 
tejidos y se dividió en alícuotas. Posteriormente se congeló a -20ºC hasta su evaluación. 
 
4.2.2  SDS-PAGE  y Western blot 
 Se utilizó el mismo protocolo para todas las proteínas estudiadas. Se utilizaron 
geles del 12% y 10% de acrilamida para MT1 y MT2  respectivamente y de grosor 1,5 
mm y 15 pocillos. Las proteínas se separaron en una dimensión siguiendo el método 
Laemmli (Laemmli 1970), utilizando patrones de comparación de pesos moleculares, 
de 10 a 250 kDa (Sigmamarker, Sigma). Las condiciones de electroforesis fueron 135 V 
durante 90 minutos a 4 ºC. Tras la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una 
membrana de PVDF utilizando el Trans-blot Turbo (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Una 
vez transferidas las proteínas, los sitios de unión no específicos se bloquearon 
incubando las membranas 4 horas en PBS y con 5% (p/v) de BSA. 
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La detección de MT1 se realizó mediante la incubación  durante toda la noche a 
4 ºC con el anticuerpo primario policlonal Mel-1A-R de conejo (GeneTex) y la de MT2 
mediante el anticuerpo policlonal Mel-1b de conejo (Acris Antibodies), ambos en una 
dilución 1:1500 en PBS-Tween-20 (0,5 %  (v/v) de Tween-20, pH 7,4 en PBS, con BSA al 
1% (p/v). 
Al día siguiente, se llevaron a cabo tres lavados de 15 minutos con PBS-Tween-
20, tras lo cual se incubó con un anticuerpo secundario anti-conejo generado en burro 
(LI-COR biosisciences, BonsaiAdv. Tech., Madrid, Spain) en una dilución 1/30000, 
durante una hora y 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, las 
membranas se lavaron de nuevo tres veces en PBS-Tween-20 y se revelaron utilizando 
el sistema Odyssey CLx Infrared Imaging System (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE, USA). 
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5.- RESULTADOS 
5.1 EXPRESIÓN GENICA DE MT1 y MT2 EN TEJIDOS DEL TRACTO REPRODUCTOR DEL 
MACHO OVINO 
5.1.1 Obtención de RNA y cDNA 
 En la Tabla 3 se muestran las concentraciones de RNA obtenido de cada tejido 
tras el proceso de extracción y limpieza: 
Cuerpo de epidídimo 202,1 ng/ µl Cabeza de epidídimo 221 ng/ µl 
Cola de epidídimo 195,6 ng/ µl Glándulas bulbouretrales 235,1 ng/ µl 
Ampolla deferente 175,8 ng/ µl Testículo anterior 217 ng/ µl 
Próstata 225 ng/ µl Testículo posterior 217,1 ng/ µl 
Vesícula seminal 220,1 ng/ µl Retina de cordero 114,2 ng/ µl 
Conducto deferente 238,05 ng/ µl  
Tabla 3: Concentración de RNA obtenido en los distintos tejidos del tracto reproductor del 
morueco y control positivo (retina de cordero). 
 Tras la síntesis de cDNA a partir de este RNA extraído, se evaluó el resultado y 
la validez de la retrotranscripción mediante la realización de una PCR del gen 
constitutivo de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), para comprobar 
que el estado del cDNA retrotranscrito con anterioridad es adecuado para utilizar en 
siguientes experimentos: 
 
 Figura 4: Expresión génica de GAPDH, evaluada por RT-PCR, en testículo anterior (Ta), 
testículo posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola Co) de epidídimo, ampolla (A), próstata 
(P), vesícula seminal (Vs), conducto deferente (Cd), glándulas bulbouretrales (Gb), retina de 
cordero (RC). Neg: control negativo y M: marcador. 
Como se muestra en la Figura 4, la PCR amplificó el gen de la GAPDH 
obteniéndose en la electroforesis posterior una banda clara y definida del fragmento 
en todos los tejidos excepto en el control negativo, lo cual indicó que el cDNA obtenido 
estaba en las condiciones correctas para trabajar. Una vez demostrada la validez del 
 M                Ta      Tp      Ca     Cu     Co      A       P       VS     CD     GB     RC    Neg 
 16 
cDNA obtenido, se pudo proceder a su utilización para la amplificación de los 
fragmentos correspondientes a los dos receptores de melatonina buscados, MT1 y MT2. 
 
5.1.2 Resultados de RT-PCR 
- Existencia de RNAm para el receptor MT1 en los distintos tejidos 
El resultado obtenido tras la PCR con los primers específicos para MT1 
utilizando los c-DNA conseguidos a partir de los tejidos del tracto reproductor del 
morueco se muestra en la Figura 5: 
 
 
Figura 5: Expresión génica de MT1, evaluada por RT-PCR en: testículo anterior (Ta), testículo 
posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu), y cola (Co) de epidídimo, ampolla (A), próstata (P), 
vesícula seminal (Vs), conducto deferente (Cd), glándulas bulbouretrales (Gb), retina de 
cordero (RC). Neg: control  negativo y M: marcador. 
 
Mediante RT-PCR se obtuvo una banda de 136 pb en todos los tejidos 
estudiados, correspondiente a la amplificación del fragmento del gen MT1. Además, no 
se obtuvo ningún fragmento de amplificación en el control negativo. Estos resultados 
demuestran la existencia de RNA mensajero codificante para la síntesis del receptor 
MT1 en todos los tejidos del tracto reproductor del morueco. 
Además, la RT-PCR también mostró distinta intensidad de bandas en los 
distintos tejidos, que podría deberse a calidad y/o cantidad de cDNA obtenido, pero 
también a la cantidad de receptor que se esté expresando en cada tejido. Así, estos 
resultados parecen indicar que la expresión génica de MT1 es mayor en el testículo que 
en el resto de los tejidos del tracto reproductor, mostrando bandas más intensas 
también en  próstata y conducto deferente, pero se hace necesario un posterior  
estudio cuantitativo mediante q-PCR para corroborar este dato, ya que la RT-PCR tan 
solo informa a nivel cualitativo.  
 
 
    M        Ta       Tp       Ca       Cu      Co        A         P        VS       CD      GB       RC      Neg 
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- Existencia de RNAm para el receptor MT2 en los distintos tejidos 
 
 
Figura 6: Expresión génica de MT2, evaluada por RT-PCR en: testículo anterior (Ta), testículo 
posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu), y cola (Co) de epidídimo, ampolla (A), próstata (P), 
vesícula seminal (Vs), conducto deferente (Cd), glándulas bulbouretrales (Gb), retina de 
cordero (RC). Neg: control  negativo y M: marcador. 
. 
 Mediante RT-PCR (Figura 6) se obtuvo una banda de 169 pb en alguno de los 
tejidos estudiados, correspondiente a la amplificación del fragmento del gen MT2. 
Además, no se obtuvo ningún fragmento de amplificación en el control negativo.  
 Los resultados muestran una expresión génica del receptor a nivel 
transcripcional en testículo, tanto anterior como posterior. También se observa una 
banda de expresión correspondiente a la amplificación del receptor en el control 
positivo, es decir, en retina. En el resto de los tejidos no se observa ninguna banda 
definida con claridad, sin embargo, no se puede descartar algún grado de expresión 
debido a que sí pueden observarse algunas bandas de manera muy tenue. 
 Estos resultados indicarían un proceso de síntesis génica de receptor MT2 en 
testículo y, en principio, muy bajo o inexistente en los demás tejidos. No obstante, éste 
es un estudio a nivel cualitativo, y se hace necesario analizar y cuantificar la expresión 
del receptor en los distintos tejidos mediante q-PCR, para obtener una información 
más detallada de esta expresión, como en el caso de MT1. 
 
 
 
 
 
 
 
    M        Ta        Tp       Ca        Cu        Co         A          P        VS       CD       GB       RC      Neg 
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5.1.3 Resultados de q-PCR 
 La q-PCR permitió determinar el grado de expresión génica de ambos 
receptores en las distintas partes y/o tejidos del tracto reproductor estudiados, 
utilizando la retina de cordero como control positivo. Los resultados de la q-PCR, tras la 
normalización mediante los dos genes de referencia utilizados, se muestran en las 
Figuras 7 y 8. 
- Niveles de expresión de MT1 en los distintos tejidos 
 Los resultados obtenidos mediante q-PCR fueron similares respecto a los 
obtenidos anteriormente en la RT-PCR. Como se puede observar en la Figura 7, los 
valores en cola de epidídimo, ampolla deferente y conducto deferente fueron 
notablemente elevados,y también es destacable la expresión en testículo, tanto 
anterior como posterior respecto al resto de tejidos, por lo que estos podrían ser los 
principales reguladores de su síntesis en el tracto reproductor. 
 
Figura 7: Expresión génica de MT1, evaluada por q-PCR, en testículo anterior (Ta), testículo 
posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) de epidídimo, ampolla (A), próstata (P), 
vesícula seminal (Vs), conducto deferente (Cd), glándulas bulbouretrales (Gb) y retina de 
cordero. 
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- Niveles de expresión de MT2 en los distintos tejidos 
 En el caso del receptor MT2, como se puede observar en la Figura 8, los valores 
de expresión más elevados fueron los correspondientes al testículo, tanto anterior 
como posterior, destacando sobre el resto de tejidos. Estos resultados muestran una 
elevada similitud con los obtenidos anteriormente mediante RT-PCR, en el que sólo se 
mostraban claramente definidas las bandas en testículo. En cuanto al resto de los 
tejidos, a pesar de que a nivel cualitativo (Figura 6) apenas se observó expresión, 
mediante q-PCR sí se detectaron niveles reducidos en todos ellos, lo que indicaría la 
síntesis en mayor o menor grado de RNA mensajero de receptor MT2 en todos los 
tejidos del tracto reproductor ovino. 
 
Figura 8: Expresión génica de MT2, evaluada por q-PCR, en testículo anterior (Ta), testículo 
posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu) y cola (Co) de epidídimo, ampolla (A), próstata (P), 
vesícula seminal (Vs), conducto deferente (Cd), glándulas bulbouretrales (Gb) y retina de 
cordero. 
A pesar de la validez de la retina como control positivo (Coge et al. 2009), los 
niveles de expresión de ambos receptores en este tejido fueron más bajos que en la 
mayoría de los tejidos del tracto reproductor masculino, debido a que 
cuantitativamente respecto a los demás tejidos analizados hay menor RNA mensajero 
para la síntesis de receptor en retina. 
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5.2 INMUNODETECCION MEDIANTE WESTERN BLOT DE LOS RECEPTORES MT1 Y MT2 
EN TEJIDOS DEL TRACTO REPRODUCTOR DEL MORUECO  
            Para determinar la presencia de estos receptores estudiados en los diferentes 
tejidos del tracto reproductor del morueco se procedió a su identificación mediante 
Western-blot. Se utilizaron como control positivo proteínas extraídas de 
espermatozoides ovinos porque en estudios realizados previamente por nuestro grupo 
de investigación se demostró la existencia de los dos receptores MT1 y MT2 en estas 
células (Casao et al. 2010). 
- Presencia del receptor MT1 en los distintos tejidos  
Los resultados del Western blot para MT1 se muestran en la Figura 9: 
 
 
Figura 9: Presencia de MT1, identificada mediante Western-blot con anticuerpos específicos en 
proteínas de testículo anterior (Ta), testículo posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu), cola (Co), 
ampolla (A), próstata (P), vesícula seminal (Vs), conducto deferente (Cd), glándulas (Gb) y 
espermatozoide (Esp) como control positivo. M corresponde al marcador de pesos 
moleculares. 
 Como se puede observar, en la muestra de proteínas de espermatozoides se 
evidenciaron dos bandas claramente definidas de aproximadamente 32 kDa y 39 kDa, 
siendo esta última la correspondiente al peso molecular descrito para el receptor MT1 
(Reppert et al. 1994). La banda de 32 kDa correspondería al receptor activado (Casao 
et al. 2012). 
 Se observó la presencia de la banda de 39 kDa correspondiente al receptor en 
testículo anterior y posterior, y una banda tenue en cola de epidídimo. Además, en 
todos los tejidos excepto en cabeza y cuerpo de epidídimo y próstata se evidenció la 
banda de 32 kDa, correspondiente al receptor activado, observada también en 
espermatozoides. 
 Asimismo, se observaron unas bandas de intensidad más tenue, alrededor de 
75 kDa en testículo anterior, cola de epidídimo, ampolla y vesícula seminal. 
 
   M       TA      TP         Ca       Cu        Co        A         P         VS       CD        GB                 Esp    
39 kDa 
32 kDa 
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- Presencia del receptor MT2 en los distintos tejidos 
 
 
Figura 10: Presencia de MT2, identificada mediante Western-blot con anticuerpos específicos 
en proteínas de testículo anterior (Ta), testículo posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu), cola 
(Co), ampolla (A), próstata (P), vesícula seminal (Vs), conducto deferente (Cd), glándulas 
bulbouretrales (Gb) y control positivo de espermatozoide (Esp). M corresponde al marcador de 
pesos moleculares. 
 En el análisis mediante Western-blot del receptor MT2 mostrado en la Figura 10, 
se observa una serie de bandas en la muestra de proteínas de espermatozoides, 
principalmente la de 39 kDa correspondiente al peso molecular descrito para MT2 
(Coge et al. 2009) , además de una señal fuerte de doble banda entre 45-50 kDa, y una 
banda más débil de 75 kDa y de menor peso alrededor de 25 kDa. 
 En el resto de los tejidos se observa principalmente una banda en torno a los 45 
kDa, sobre todo en epidídimo (cabeza, cuerpo y cola), y en vesícula seminal, conducto 
deferente y glándulas bulbouretrales. En testículo se observa una doble banda muy 
tenue de expresión del receptor en el peso de 39 kDa y de 45 kDa. También se 
muestran distintas bandas en algún tejido similares al patrón observado en 
espermatozoide, como en cabeza o cola de epidídimo, además de en vesícula seminal. 
 
 
 
 
 
 
 
    M         TA     TP        Ca       Cu        Co        A         P        VS       CD      GB                Esp    
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6.- DISCUSIÓN 
El objetivo general del presente trabajo era investigar la existencia de 
receptores específicos de melatonina en los tejidos del tracto reproductor del morueco, 
y los resultados obtenidos permiten confirmar  la presencia de los dos receptores 
principales descritos para melatonina en mamíferos, MT1 y MT2, en dichos tejidos.  
En la primera parte del trabajo, correspondiendo con el primer objetivo 
específico, se ha demostrado la presencia de RNA mensajero para la síntesis de estos 
receptores en todos los tejidos del aparato reproductor ovino estudiados , y también la 
q-PCR ha permitido cuantificar su expresión en dichos  tejidos, siendo mayoritaria en 
cola de epidídimo, ampolla y conducto deferente para MT1 y en testículo para MT2. 
Además, los estudios realizados mediante Western-blot, correspondientes al segundo 
objetivo de este trabajo, han demostrado que también existe traducción del RNA 
mensajero detectado por RT-PCR y q-PCR, y por tanto la síntesis de estos receptores 
por parte de varios de los tejidos del tracto reproductor del morueco analizados. 
Sin embargo, se ha podido observar que los valores obtenidos mediante q-PCR 
referentes a la  expresión de RNA mensajero no se correspondían en algunos tejidos 
con los resultados obtenidos mediante Western-blot, especialmente en el caso del 
receptor MT2 en testículo, en el que los valores obtenidos por q-PCR son los más altos 
mientras que en Western-blot apenas hay señal visible para testículo, apreciándose 
solamente una banda tenue. 
Esto podría deberse a que en el conjunto de todas las proteínas extraidas del 
testículo para el Western-blot, la proteína correspondiente al receptor MT2 representa 
un porcentaje muy pequeño en el conjunto de todas las proteínas extraidas de los 
muchos tipos celulares presentes en el testículo (células de Sertoli, Leydig, 
espermatogonias, espermatocitos, espermátidas, espermatozoides… además de 
células de tejido conectivo y circulatorio), y que muy pocas de ellas presentan el 
receptor MT2 (comunicación personal). 
Otra posible explicación podría ser que en el momento de la extracción de los 
tejidos se expresaba RNA mensajero en testículo pero no se alcanzó el proceso de 
traducción para la síntesis de proteína, lo que podría implicar una regulación de 
expresión génica a nivel traduccional. Mediante esta regulación, se controlarían los 
niveles de síntesis del receptor en momentos puntuales según el requerimiento de los 
tejidos y la melatonina presente en éstos. 
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Este tipo de regulación se complementaría con otros tipos de regulación  
descritos como la internalización de receptores (Becker-Andre et al. 1994), un 
mecanismo de desensibilización de receptores que se ha descrito en humano en MT2 
(Gerdin et al. 2004) y en MT1 en ratón (Roy et al. 2001) y ovino (Trecherel et al. 2010) 
tras la exposición a melatonina a corto plazo. 
En el estudio mediante Western-blot del receptor MT1, las proteínas extraídas 
de los tejidos revelaban una banda de 39 kDa compatible con el peso molecular 
descrito para el receptor y otra banda de 32 kDa que puede estar relacionada con la 
activación del receptor (Casao et al. 2012). Al ser receptores acoplados a proteína G, la 
activación del receptor produce la disociación de la proteína G en las subunidades α y 
βγ (Dubocovich and Markowska 2005; Gilman 1995) de modo que, por consiguiente, 
su peso molecular disminuiría.  Las bandas tenues observadas de un peso alrededor de 
75 kDa podrían corresponder a la oligomerización del receptor, y estaría formado por 
heterodímeros MT1/MT2 (Ayoub et al. 2004) aunque su nivel de expresión sería 
pequeño. 
En el análisis de MT2 mediante Western-blot se reveló la banda de 39 kDa 
coorespondiente al receptor (Coge et al. 2009) y otra señal fuerte que parece estar 
formada por dobles bandas entre 45-50 kDa. Estas últimas bandas podrían estar 
relacionadas con la formación de heterodímeros con otros receptores acoplados a 
proteína G (Pin et al. 2007) más que con la formación de homodímeros consigo mismo 
o heterodímeros con MT1, debido a que en este caso  no se observa apenas señal en el 
peso molecular de 75 kDa. 
En los resultados de q-PCR en epidídimo se encontraron valores pequeños de 
expresión que no parecen corresponder totalmente con los resultados de Western Blot. 
La diferencia podría deberse a que el epidídimo contiene células espermáticas ya 
formadas en su interior en las que existen gran cantidad de receptores MT2 (Casao et al. 
2012), , ya que el patrón de bandas es parecido al de las proteínas extraídas de 
espermatozoide. No obstante, esta interferencia sólo habría influido aportando una 
mayor intensidad a las bandas, pero no impide verificar la presencia del receptor en el 
tejido del epidídimo. 
La función de estos receptores se complementaría con la síntesis y expresión de 
melatonina en el tracto reproductor de morueco, descubierta recientemente en 
nuestro grupo de investigación (González-Arto et al. 2014). De este modo, al efecto 
protector antioxidante que esta hormona puede ejercer sin unirse a ninguna 
estructura,  se le añadirían las funciones que pueden desempeñar los receptores tras la 
unión a melatonina, activando las vías de transducción asociadas a estos. El efecto de 
la melatonina afectaría no sólo a los espermatozoides, sino que podría extenderse 
también a las espermatogonias y células germinales que se encuentran en los túbulos 
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seminíferos (Guneli et al. 2008) y los espermatozoides epididimarios (Huang et al. 
2009), afectando de este modo a todo el proceso de espermatogénesis. 
Esta posible regulación de la acción de la melatonina en los tejidos del tracto 
reproductor del morueco mediada por receptor durante la espermatogénesis influirían 
sobre la calidad seminal, y no solo serían aplicables al caso del morueco, sino que otras 
especies, incluida la humana, podrían verse influidas por los mismos mecanismos. 
Finalmente, los resultados de este trabajo refuerzan la idea del importante papel que 
desempeña la melatonina sobre la reproducción y del amplio abanico de acciones que 
esta hormona desarrolla a este nivel.  
 
 
7.- CONCLUSIONES/CONCLUSSIONS 
 
 Los experimentos llevados a cabo en este trabajo demuestran la existencia de 
los receptores de melatonina MT1 y MT2 en el tracto reproductor del morueco. 
 
 Ambos receptores se expresan a nivel transcripcional en todos los tejidos del 
tracto reproductor del morueco, mostrando niveles significativamente distintos 
de expresión. 
 
 A nivel proteico, el testículo presenta los mayores niveles de expresión de 
receptor MT1, mientras que para MT2 los mayores valores de expresión se 
encuentran en cabeza, cuerpo y cola de epidídimo. 
 
 
 
 
 
 Experiments carried out in the present study show the existence of melatonin 
receptors MT1 y MT2 in the ovine reproductive tract. 
 
 Both receptors are transcriptionally expressed in all the ovine reproductive 
tract tissues, showing significantly different expression levels. 
 
 At protein level, testicle shows the highest-level expression of MT1 receptor, 
while MT2 shows its maximum expression levels in all the epididymis regions. 
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9.- ANEXOS 
 
PÓSTER CONGRESO BIFI: 
, 
La hormona melatonina es una de las sustancias biológicamente activas más antiguas de los organismos vivos y desempeña una gran variedad de funciones. Una gran
parte de estas funciones las ejerce principalmente interaccionando con los receptores transmembrana acoplados a proteína G, MT1 y MT2, los cuales intervienen en diferentes
vías de transducción de señal. Nuestro grupo de investigación ha demostrado la presencia de melatonina en plasma seminal ovino, manteniendo niveles constantes a lo largo
del día aunque menores que los nocturnos. Asimismo, en dichos estudios también se ha verificado la existencia de enzimas responsables de la síntesis de melatonina en el
tracto reproductor de morueco. Estos resultados sugieren que podría existir una síntesis de melatonina independiente de los ritmos circadianos en el tracto reproductor del
macho, que sería responsable de los niveles de dicha hormona presentes en el plasma seminal. Una cuestión que quedaría por esclarecer sería si la melatonina es capaz de
ejercer alguna acción directa sobre los propios tejidos del tracto genital masculino. Con este fin, en este trabajo se analizó la existencia de los dos receptores principales de
melatonina, MT1 y MT2, en los distintos tejidos del aparato reproductor del morueco.
•ANÁLISIS TRANSCRIPCIONAL
Los tejidos analizados en este estudio (testículo anterior y posterior, cabeza, cuerpo y cola del epidídimo, conducto deferente y ampolla, próstata, vesícula seminal y glándulas bulbouretrales)
se obtuvieron a partir de dos machos ovinos de la raza Rasa Aragonesa, sacrificados en la Facultad de Veterinaria de Zaragoza. Y se congelaron inmediatamente. El RNA total se extrajo
mediante homogenización de 300 mg de cada tejido en TriReagent (Sigma-Aldrich,San Luis, MO, Estados Unidos) según el método descrito por Chomczynski y Sacchi(1987). Para la
retrotranscripción se partió de 500 ng de ARN y se utilizó el kit SuperScript III (Invitrogen, CA, USA).
 En la RT-PCR para la identificación de MT1 y MT2 se utilizó la enzima RED Taq DNA Polymerase de SIGMA. Los primers utilizados fueron: MT1 (Primer directo 5´-
AGGAACGCAGGGAATGTGTTTG-3´; Primer reverso 5`-CACTAAGTTGGCAATGCAGGG-3´); MT2 (Primer directo 5´-CTCTTCCAAGGGCAGCCAG-3´; Primer reverso 5´-
GGATCATCACCAAACCTCCCG-3´). Se llevaron a cabo 35 ciclos de amplificación, , cuyas condiciones fueron 95 ºC durante 1 min, 56 ºC durante 1 min y 72 ºC durante 30 s. Al principio se
procedió a una desnaturalización inicial durante 3 min a 95 ºC, y al final, 15 min de extensión a 72 ºC.
Para q-PCR los genes endógenos de referencia fueron β-actina y GAPDH. Se utilizaron los mismos primers que en la reacción de RT-PCR para MT1 y MT2 y se calculó la curva de eficiencia
realizando diluciones seriadas de testículo posterior y diferentes concentraciones de primer. Las reacciones se llevaron a cabo utilizando la iTaq Universal SYBR Green Supermix (Biorad,
España). Se utilizó el método Pfaff para determinar la expresión de los receptores relativa a los dos genes de referencia utilizados.
• DETECCIÓN DE PROTEÍNAS MEDIANTE WESTERN-BLOT
MT1 MT2
Figura 1: RT-PCR de MT1 (A) y MT2 (B) en:
testículo anterior (Ta), testículo posterior
(Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu), y cola (Co) de
epidídimo, ampolla (A), próstata (P), vesícula
(Vs), conducto deferente (Cd), glándulas (GB),
retina (RC) y control negativo (Neg).
Se partió de una porción de aproximadamente 300 mg para cada tejido, se añadieron a continuación 3 ml de medio de extracción (125 mM de Tris-HCl pH 6.8, 4% de SDS (v/v), 10% (v/v) de
inhibidor de proteasas 10x en agua ADDE).
Se utilizaron geles del 12% y 10% de acrilamida para MT1 y MT2 respectivamente y de grosor 1,5 mm y 15 pocillos. La detección de MT1 se realizó mediante la incubación durante toda la noche
a 4 ºC con el anticuerpo primario policlonal Mel-1A-R de conejo (GeneTex) y la de MT2 mediante el anticuerpo policlonal Mel-1b de conejo (Acris Antibodies), ambos en una dilución 1:1500 en
PBS-Tween-20 (0,5 % (v/v) de Tween-20, pH 7,4 en PBS, con BSA al 1% (p/v). Al día siguiente se llevaron a cabo tres lavados de 15 minutos con PBST y se incubó con el anticuerpo secundario
donkey anti-rabbit (LI-COR biosisciences, BonsaiAdv. Tech., Madrid, Spain) en una dilución 1/30000. La detección y el análisis se realizaron mediante un lector ODYSSEY (Li-Cor Biosciences).
ANÁLISIS TRANSCRIPCIONAL 
CUANTITATIVO
ANÁLISIS PROTEICO
136 pb 169 pb
ANÁLISIS TRANSCRIPCIONAL 
CUALITATIVO
Figura 2: q-PCR de MT1 (A) y MT2 (B) en:
testículo anterior (Ta), testículo posterior
(Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu), y cola (Co) de
epidídimo, ampolla (A), próstata (P), vesícula
(Vs), conducto deferente (Cd), glándulas (GB),
retina (RC) y control negativo (Neg).
Figura 3: Western-blot de MT1 (A) y MT2 (B)
en : testículo anterior (Ta), testículo
posterior (Tp), cabeza (Ca), cuerpo (Cu), y
cola (Co) de epidídimo, ampolla (A), próstata
(P), vesícula (Vs), conducto deferente (Cd),
glándulas (GB) y control positivo de
espermatozoide (Esp).
Los resultados de este estudio demostrarían la existencia de receptores específicos de melatonina en el aparato reproductor del morueco mediante la identificación de
los dos receptores principales descritos para melatonina, MT1 y MT2, y se expresaría mayoritariamente en testículo en el caso del receptor MT1 y en las diferentes partes
del epidídimo en el caso de MT2. al efecto protector antioxidante que esta hormona puede ejercer sin unirse a ninguna estructura, se le añadirían se le añadirían las
funciones que pueden desempeñar los receptores tras la unión a melatonina, activando las vías de transducción asociadas a estos y no sólo afectando a los
espermatozoides, sino también a todo el proceso de la espermatogénesis. Esta posible regulación de la acción de la melatonina en los tejidos del tracto reproductor del
morueco mediada por receptor durante la espermatogénesis influirían sobre la calidad seminal, y no solo serían aplicables al caso del morueco, sino que otras especies,
incluida la humana, podrían verse influidas por los mismos mecanismos. Finalmente, los resultados de este trabajo refuerzan la idea del importante papel que desempeña
la melatonina sobre la reproducción y del amplio abanico de acciones que esta hormona desarrolla a este nivel.
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INTRODUCCIÓN 
La hormona melatonina es una de las sustancias biológicamente activas más antiguas 
de los organismos vivos y desempeña una gran variedad de funciones (Reiter et al. 
2013). Una gran parte de estas funciones las ejerce principalmente interaccionando 
con los receptores transmembrana acoplados a proteína G, MT1 y MT2, los cuales 
intervienen en diferentes vías de transducción de señal (Dubocovich and Markowska 
2005). La melatonina se sintetiza principalmente en la glándula pineal durante la noche, 
y, como consecuencia de ello, sus niveles en plasma sanguíneo son prácticamente 
inexistentes durante el día (Reiter. 1991). Sin embargo, recientes estudios de nuestro 
grupo de investigación han demostrado la presencia de melatonina en plasma seminal 
ovino (Casao et al. 2010), y que en este fluido la melatonina mantiene niveles 
constantes a lo largo del día. Estudios posteriores de nuestro grupo también han 
verificado la existencia de las enzimas responsables de la síntesis de melatonina en el 
tracto reproductor de morueco (González-Arto et al. 2014), lo que indicaría una cierta 
capacidad de síntesis de esta hormona en el tracto reproductor del macho. La 
melatonina, tanto endógena como exógena, produce una mejora no solo de la calidad 
seminal, sino también del volumen y la concentración del eyaculado de morueco (Rosa 
et al. 2012), lo que sugiere una acción de la melatonina sobre la espermatogénesis. 
Además, debido a su acción antioxidante (Reiter et al. 2000) y antiapoptótica (Casao 
et al. 2010), la melatonina presente en el tracto genital del macho podría ejercer un 
efecto protector sobre los espermatozoides no solo durante la espermatogénesis, sino 
también en el momento de la eyaculación. Con el objetivo de empezar a comprender 
el mecanismo de acción de la melatonina en el sistema reproductivo del macho, en 
este trabajo se analizó la posible existencia de los dos receptores principales de 
melatonina, MT1 y MT2,en los distintos tejidos del aparato reproductor del morueco 
(testículo, epidídimo y glándulas accesorias).  
 
MATERIAL Y METODOS 
Los tejidos analizados en este estudio (testículo anterior y posterior, cabeza, cuerpo y 
cola del epidídimo, conducto deferente y ampolla, próstata, vesícula seminal y 
glándulas bulbouretrales) se obtuvieron a partir de dos machos ovinos de la raza Rasa 
Aragonesa pertenecientes a ANGRA, sacrificados en la Facultad de Veterinaria de 
Zaragoza. Una vez obtenidos, se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido para 
su conservación,y el ARN total se extrajo mediante homogenización de 300 mg de 
cada tejido en Trireagent (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, Estados Unidos) según el 
método descrito por Chomczynski y Sacchi (1987). Para la retrotranscripción se partió 
de 500 ng de ARN y se utilizó el kit SuperScript III (Invitrogen, CA, USA). Para 
amplificar las secuencias específicas de cada receptor se diseñaron primers 
específicos a través de la base de datos del NCBI (Nacional Center for Biotechnology 
Information): MT1 (Primer directo: 5´-AGGAACGCAGGGAATGTGTTTG-3´; Primer 
reverso: 5`-CACTAAGTTGGCAATGCAGGG-3´); MT2 (Primer directo: 5´-
CTCTTCCAAGGGCAGCCAG-3´; Primer reverso:5´-GGATCATCACCAAACCTCCCG-
3´). A partir de 2 μL de ADNc de cada tejido se llevaron a cabo 35 ciclos de 
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amplificación, cuyas condiciones fueron 95 ºC durante 1 min, 56 ºC durante 1 min y   
72 ºC durante 30 s. Asimismo, se llevó a cabo un paso de desnaturalización inicial 
durante 3 min a 95 ºC, y al final, 15 min de extensión a 72 ºC. Los productos de la 
PCR se separaron en un gel de agarosa al 2% en un buffer Tris–borato–EDTA (TBE) 
con 0.5 µL/mL de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, USA), y se 
visualizaron posteriormente bajo luz ultravioleta. Como control positivo se utilizó retina 
de ovino (Coge et al. 2009). Para cuantificar los niveles de expresión génica de los 
receptores en cada uno de los tejidos, se llevó a cabo una PCR en tiempo real 
utilizando iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, Estados 
Unidos). La cuantificación se realizó por medio del método comparativo 2−ΔΔCt y se 
determinó la expresión relativa de dichos genes en relación a dos genes endógenos 
(Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GaDPH): Primer directo: 5'-
CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3'; Primer reverso: 5'-
GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3' y actina: (Primer directo: 5´-
CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT-3´; Primer reverso: 5´-GGGCAGTGATCTCTTTCTGC-
3´) por medio del método Pfaff. 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
La retrotranscripción del ARN obtenido en los distintos tejidos del tracto genital del 
morueco demostró la amplificación de fragmentos de un tamaño coincidente con el 
esperable para MT1 (136 pb) en todos los tejidos estudiados (Fig. 1a) y para MT2           
(169 pb) en testículo anterior y posterior, así como en la retina (Fig. 1b). Por su parte, 
la PCR a tiempo real para el receptor MT1determinó que los niveles de expresión de 
este receptor eran más elevados en cola de epidídimo, ampolla y conducto deferente 
que en el resto de los tejidos. En el caso del receptor MT2, los valores de expresión 
más elevados fueron los correspondientes al testículo, mientras que el resto de tejidos 
los niveles de expresión fueron menores, aunque detectable en todos ellos. (Fig. 2). 
Aunque altos niveles de expresión génica de los receptores de melatonina en el 
testículo, sobre todo las observadas en el caso del MT2, podrían deberse a la 
expresión génica de los receptores en la membrana de los espermatozoides (Casao et 
al. 2012) durante la espermatogénesis o la maduración espermática en el epidídimo, la 
presencia de estos receptores en otros tipos celulares en el testículo o el epidídimo 
tampoco debe descartarse, como sugiere su presencia en las glándulas accesorias. 
En resumen, los resultados obtenidos sugieren que la melatonina podría actuar a 
través de estos receptores e influenciar la calidad seminal, y consecuentemente, la 
capacidad fecundante de los eyaculados. 
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Figura 1.Expresión génica de (A) MT1 y (B) MT2 en testículo anterior (1) y posterior (2), 
cabeza (3), cuerpo (4) y cola de epidídimo (5), ampolla (6), próstata (7), vesícula 
seminal (8), conducto deferente (9), glándulas bulbouretrales (10), retina (11) y control 
negativo (12). Marcador de tamaño molecular (0); la flechas indican 100 pb (A) y 150 
pb (B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.Cuantificación de la expresión génica de MT1 (A) y MT2 (B) obtenida por     q-
PCR en testículo anterior (1) y posterior (2), cabeza (3), cuerpo (4) y cola de epidídimo 
(5), ampolla (6), próstata (7), vesícula seminal (8), conducto deferente (9), glándulas 
bulbouretrales (10) y retina (11).  
 
 
IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION OF MELATONIN RECEPTOR GENE 
EXPRESSION, MT1 AND MT2 IN THE RAM GENITAL TRACT 
 
ABSTRACT: Melatonin is a ubiquitous molecule present in a wide range of organisms 
and involved in multiple functions. Many of these actions are mediated by MT1 and MT2 
G-protein coupled sperm receptors, which are involved in different signal transduction 
pathways. The objective of this study was to determine the gene expression of the two 
MT1 and MT2 melatonin receptors in the gonads and accessory sexual glands of ovine 
by RT-PCR and quantitative real time PCR. Our findings evidenced that MT1 and MT2 
mRNA are expressed in different levels in the gonad, epididymis and sexual glands of 
the ram. Quantitative real time PCR showed that MT1 expression levels are higher in 
epididymis tail, ampulla and vas deferens whereas MT2 highest expression values are 
showed in the testis. These results suggest that melatonin may act through these 
receptors and influence semen quality, and consequently, the fertilizing capacity of 
ejaculates. 
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